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#摘要$

!

目的
!

研究尾型同源盒基因
1

"

45g1

#在急性髓细胞白血病"

87R

#患者中的表达及临床意义&方法
!

通过
<3.

N4<

方法检测
$$0

例初发
87R

患者及
2)

例诱导化疗后患者骨髓和"或#外周静脉血单个核细胞
45g1

基因表达!

$(

例随访患者

每
'

个月定期检测
45g1

基因表达&

/

名健康者外周静脉血和
2

名缺铁性贫血患者骨髓作为对照&结果
!

$$0

例
87R

患者和

$'

名对照的骨髓和"或#外周血单个核细胞均检测到
45g1

基因表达&以第一个四分位数为界划分低表达组和高表达组!对照组

45g1

基因表达水平均在低表达组!

$$0

例
87R

患者高表达组
(%

例"

-/&(;

#!对照组与
87R

患者
45g1

基因表达差异有统计

学意义"

!

$

%&%$

#&初发患者骨髓和外周静脉血
45g1

基因表达呈正相关"

4i%&)2)

!

!

$

%&%$

#&

45g1

高低表达组诱导化疗完

全缓解"

4<

#率差异无统计学意义"

!

%

%&%2

#&本组
87R

病例
45g1

高表达
-/&(;

&

4<

患者
45g1

表达量为化疗前的

$%&';

!

/)&1;

!且随着疗程增加逐步降低!复发时显著升高&随访
)

个月以上病例
$(

例!两组早期复发率差异无统计学意义

"

!

%

%&%2

#&结论
!

45g1

表达量变化反映患者体内白血病细胞负荷!持续高表达可能是预后不良指标之一!可作为染色体核型

正常
87R

微小残留病监测指标&

#关键词$

!

45g1

)白血病!髓细胞!急性)预后)微小残留白血病
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尾型同源盒基因
1

$

45g1

%在急性髓细胞白血病$

87R

%中

表达最早是
4BA+>

等&

$

'

$(((

年报道的#同时提示
45g1

基因

在白血病中的表达可能参与了白血病的发生)

XCB"DD

等&

1

'研

究提示成人白血病中存在胚胎通路的激活#

45g1

是同源盒基

因$

Zeg

%家族成员#是促进胚胎发育和早期造血发育的主控

基因#通过胚胎通路的激活#导致成人急性白血病)在
87R

发病中起的是原癌基因的作用#

45g1

基因表达上调后通过增

强造血祖细胞的自我更新能力而使细胞获得了潜在的致白血

病性)本文通过检测初发及诱导化疗后
87R

患者骨髓及

$或%外周静脉血中
45g1

表达#

$(

例
87R

$非急性早幼粒细

胞白血病%随访超过
)

个月#每
'

个月检测骨髓和$或%外周静

脉血单个核细胞
45g1

基因表达)探讨其与
87R

患者临床

及预后*微小残留白血病$

7<5

%的关系)

>

!

资料与方法

>&>

!

一般资料
!

收集
1%$$

年
/

月至
1%$0

年
/

月宁夏医科大

学总医院血液科住院患者#经骨髓形态学及组织化学*免疫表

型检查确诊初治
87R

患者
$$0

例#诊断及疗效标准依据张之

南等&

'

'的-血液病诊断及疗效标准.)男
-)

例#女
'/

例#年龄

$)

!

-/

岁#就诊平均年龄
0'&(

岁)完成常规标准方案$

38

或

98

%化疗
$

个周期可供疗效评估)对照为
/

名身体健康血液科

工作人员外周静脉血和
2

名缺铁性贫血$

958

%患者骨髓)随

访截止
1%$0

年
$1

月)

>&?

!

主要试剂和仪器
!

3<9O"D

*

NH#K>XCH#

G

?<3.N4< ]#?

$

N>HE>C?<>AD3#K>

%和
NH>K#FVg3A

`

$

N>HE>C?<>AD3#K>

%$大

10%0

重庆医学
1%$2

年
$%

月第
00

卷第
1(

期

"

基金项目!

1%$1

年宁夏回族自治区科技攻关项目)

!

作者简介!申淑珍$

$()(U

%#硕士#主任医师#主要从事血液内科专业工作)



连
3A]A<A

生物工程公司%#

8W9-'%%

荧光定量
N4<

仪$

8W9

公司%)

>&@

!

方法

>&@&>

!

引物设计和合成
!

基因序列从
[>,WA,P

中获取#引物

用
NH#K>H2&%

软件进行设计)由上海闪晶生物技术有限公司

合成)

45g1

基因上游引物
2l.334 8[8 844 [48 [8[

4888[.'l

#下游引物
2l.4448[[[848[8[448[84.

'l

(内参基因
[8N5Z

上游引物
2l.4483[334[3483[[

[3[3[8 844 8.'l

#下游引物
2l.[44 8[3 8[8 [[4

8[[[83[83[334.'l

)

>&@&?

!

单个核细胞提取
!

采集患者和对照者骨髓*静脉血#

V538

抗凝#加入淋巴细胞分离液#按说明书分离并收集单个

核细胞)

>&@&@

!

<Y8

提取和
C5Y8

合成
!

提取患者和对照骨髓及全

血的单个核细胞用
3H#O"D

试剂#按说明书所附提取步骤提取

K<Y8

#用 微 量 分 光 光 度 计 $

YA,"5H"

G

#

3B>HK"

%定 量#

J2

1)%

"

1/%

比值在
$&/

!

1&%

#于
U/%m

保存)按照逆转录试剂

盒说明书进行反转录反应)总体系
1%

#

R

!

1h<3K#F

液
$%

#

R

#模板
<Y8$%%

!

2%%,

@

#加
<YA+>EH>>

水至总体积
1%

#

R

(

反应条件!

'-m$)K#,

#

/2m2+

)

>&@&F

!

<3.N4<

!

所有基因
<3.N4<

按照试剂盒配制定量

N4<

反应体系)在
1%

#

R

反应体系中含
1hN4< 7#F$%

#

R

#

上*下游引物各
$

#

R

$

1&2

#

K"D

"

R

%#

<"F

&

%&0

#

R

#

C5Y8

反应

产物
1

#

R

#加入
<YA+>EH>>

水补足至
1%

#

R

)在
8W9-2%%QA+?

上进行定量反应#反应条件为
(2m'%+

变性#

(2m'%+

#

)%

m'%+

#

2%

个循环)每个样本均设
'

个复孔#取平均值用于结

果统计)

>&@&G

!

基因
K<Y8

表达水平相对定量与分析
!

反应结束后#

8W9-'%%X5XX"E?MAH>

自动分析荧光信号并将其转换
4?

值)

4?

值取
'

个复管的平均值)

#

4?

为目的基因
4?

值与内参
4?

值的差值)

>&@&M

!

45g1

基因表达水平的计算方法
!

45g1

基因表达

量
i1

U

##

4?

$

##

4?i

#

4?

患者
U

#

4?

健康对照%

h$%

-

)

>&@&N

!

45g1

基因表达四分位数划分
!

45g1

基因表达量根

据统计学中四分位数
k$

#

k1

和
k'

结合健康人表达水平来划

分高低表达组#低于
k$

的为低表达组#

%

k$

的为高表达组)

>&F

!

统计学处理
!

所有数据均经
XNXX$$&2

软件进行统计分

析#计数资料用率表示#用
!

1 检验或
Q#+B>H

确切概率#计量资

料用
/:=

表示#两组间比较采用
5

检验#相关分析采用
N>AH.

+",

相关分析#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

45g1

基因表达情况
!

$$0

例
87R

患者血和骨髓及对

照组骨髓或静脉血均检测到
45g1

基因表达#

$$0

例
87R

患

者骨髓中位表达水平为
)1%&%1

$

$&$-

!

2)-1)-%&)$

%#血中位

表达水平为
)0-&''

$

'&11

!

/1$'0/)&20

%#骨髓和血
45g1

基

因表达具有正相关$

4i%&)2)

#

!

$

%&%$

%)对照组
45g1

基因

K<Y8

表达水平相对定量与
87R45g1

基因
K<Y8

表达水

平相对定量差异有统计学意义$

!

$

%&%$

%)

?&?

!

45g1

基因表达与临床特征相关性
!

$$0

例
87R

患者

骨髓低表达组
10

例$表达范围
$&$-

!

$-2&$(

%#高表达组
(%

例

$

$-2&$(

!

2)-1)-%&)$

%#占
87R

病例
-/&(;

)男性患者高

表达
/$&);

#女性患者高表达
-'&-;

#年龄大于或等于
)%

岁

组高表达
/-&%;

#

$

)%

岁组高表达
-)&(;

#白细胞数大于或等

于
'%h$%

(

"

R

组高表达
/2&%;

#白细胞数小于
'%h$%

(

"

R

组

高表达
-2&-;

#乳酸脱氢酶大于或等于
$%%%f

"

R

组高表达

/1&1;

#乳酸脱氢酶小于
$%%%f

"

R

组高表达
-)&/;

#免疫表

型
45'0

6的病例组高表达
-1&%;

#

45'0

U 的病例组高表达

(1&';

#

45-

6 病例组高表达
/'&%;

#

45-

U 病例组高表达

-%&1;

#差异均无统计学意义$

!

%

%&%2

%)在
Q8W

分型中高

表达 分 别 为
87R.7%$%%;

#

87R.7$/(&';

#

87R.71

)2&2;

#

87R.7' 12&%;

#

87R.70 -/&);

#

87R.72

/0&);

#

87R.7)$%%;

#淋髓混合病例高表达
$%%;

#差异无

统计学意义$

!

%

%&%2

%)染色体正常核型组高表达
-/&';

#预

后良好核型组高表达
22&%;

#预后不良核型组高表达
(%&(;

#

其他核型组高表达
/$&/;

#差异无统计学意义$

!

%

%&%2

%#见

表
$

)

?&@

!

45g1

表达与诱导缓解率的关系
!

$$0

例
87R

患者中

有
2)

例$非急性早幼粒细胞白血病%完成诱导化疗#骨髓细胞

形态 学 完 全 缓 解 $

4<

%

'-

例#其 中
45g1

低 表 达
$$

例

$

1(&-;

%#

45g1

高表达
1)

例$

-%&';

%(骨髓细胞形态学未缓

解$

Y<

%

$(

例#其中
45g1

低表达
'

例$

$2&/;

%#

45g1

高表

达
$)

例$

/0&1;

%#差异无统计学意义$

!

%

%&%2

%#见表
$

)

表
$

!!

87R

患者
45g1

基因表达与临床特征"

!!

治疗反应相关性#

*

'

;

)$

临床特征
*

低表达组

$

*i10

%

高表达组

$

*i(%

%

!

年龄$岁%

%&11'

!&

)% 1' '

$

$'&%

%

1%

$

/-&%

%

!$

)% ($ 1$

$

1'&$

%

-%

$

-)&(

%

性别
%&%)2

!

男
-) $0

$

$/&0

%

)1

$

/$&)

%

!

女
'/ $%

$

1)&'

%

1/

$

-'&-

%

\W4

$个"
R

%

%&%-'

!&

'%h$%

(

0% )

$

$2&%

%

'0

$

/2&%

%

!$

'%h$%

(

-0 $/

$

10&'

%

2)

$

-2&-

%

R5Z

$

f

"

R

%

%&'0'

!&

$%%% 02 /

$

$-&/

%

'-

$

/1&1

%

!$

$%%% )( $)

$

1'&1

%

2'
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续表
$

!!

87R

患者
45g1

基因表达与临床特征"

!!

治疗反应相关性#

*

'

;

)$

临床特征
*

低表达组

$

*i10

%

高表达组

$

*i(%

%

!

!

其他核型
11 0

$

$/&1

%

$/

$

/$&/

%

治疗反应
%&$(%

!

4< '- $$

$

1(&-

%

1)

$

-%&'

%

!

Y< $( '

$

$2&/

%

$)

$

/0&1

%

?&F

!

诱导化疗前后
45g1

表达变化
!

'-

例诱导化疗达
4<

病

例
45g1

表达较化疗前均有不同程度降低#化疗后
45g1

表达

量为化疗前的
$%&';

!

/)&1;

(

$(

例诱导化疗
Y<

病例中#

45g1

表达量较化疗前有不同程度升高
)

例#余
$'

例
45g1

表达较化疗前不同程度降低)

?&G

!

随访病例治疗过程中
45g1

表达变化
!

随访
)

个月以上

病例
$(

例#其中
45g1

高表达
$2

例#诱导化疗
$

个疗程达
4<

$1

例#诱导化疗
1

个疗程达
4<'

例)

45g1

低表达
1

例诱导

化疗
$

个疗程达
4<

)

4<

后
45g1

表达量随化疗疗程次数增

加逐步下降#复发时再次显著升高#且有
1

例随访超过
1

年复

发病例#

45g1

升高早于
Q47

检测
7<5

及骨髓细胞形态学)

持续不缓解
1

例#

45g1

表达量逐步升高#死亡前
45g1

表达

量分别是初发时的
)%

倍及
$%%

余倍)

@

!

讨
!!

论

87R

是高度异质性的血液系统肿瘤#影响预后的因素包

括临床特点*白血病类型*免疫学*遗传学*分子生物学及治疗

反应*微小残留等)

7<5

的检测对患者的再评估及危险度再

分层至关重要&

0

'

)监测
7<5

的方法主要有
N4<

*流式细胞免

疫分析$

Q47

%及
Q9XZ

)其中定量
N4<

通过检测白血病细胞

中标志性基因实时观测
7<5

#灵敏度可达
$%

U)

#且费用显著

低于
Q47

及
Q9XZ

的检测费用#但基因定量需要患者有特异

性基因标记)约
)%;

的
87R

患者有核型异常#预后良好的核

型
?

$

$2

(

$-

%形成的
N7R

"

<8<A

融合基因*

?

$

/

(

1$

%形成的

87R$

"

V3e

融合基因*

#,=

$

$)

%*

?

$

$)

(

$)

%形成的
4WQW

"

7cZ$$

融合基因#占成人
87R

患者
12;

(而对于
?

$

/

(

1$

%合

并
!>D

$

(

`

%*

.c

及复杂核型*

7RR30

*

7RR3$%

等均提示预后

不良(约
0%;

的
87R

患者为正常核型#近些年新发现的与

87R

预后相关分子生物学指标如
QR3'

*

YN7$

*

4VWN8

*

95Z

等在正常核型
87R

患者中阳性率分别为
1';

*

2%;

*

$%;

*

$2;

&

0

'

)新近研究发现#在大多数的急性白血病$

8R

%患

者
45g1

广泛高表达#

45g1

表达与
8R

患者白血病细胞负荷#

7<5

成正相关&

2

'

)

本文通过
<3.N4<

方法检测了初发成人
87R

患者$静脉

血和骨髓%及健康者静脉血*

958

患者骨髓
45g1

基因
K<Y8

表达水平#均有表达#但健康者及
958

患者表达水平均低#与

87R

患者的差异有统计学意义$

!

$

%&%$

%)本组
87R

病例

45g1

基因高表达
-/&(;

)在以性别*年龄*

Q8W

分型*白细

胞*乳酸脱氢酶分组的
45g1

高表达*低表达之间差异无统计

学意义$

!

%

%&%2

%#与陆滢等&

)

'研究相符)但
45g1

基因在高

白细胞数组高表达
/2&%;

#乳酸脱氢酶大于或等于
$%%%f

"

R

组高表达
/1&1;

#

45-

6病例高表达
/'&%;

(

87R.7%

高表达

$%%&%;

#

87R.72

高表达
/0&);

#

87R.7)

高表达
$%%&%;

#

淋髓混合高表达
$%%;

#预后不良核型组高表达
(%&(;

(而预

后好的
87R.7'

高表达
12&%;

#预后良好核型组高表达

22&%;

)高白细胞*乳酸脱氢酶升高*

Q8W

分型
87R.70

*

.

72

*

.7)

*髓淋混合和染色体预后不良核型均是影响预后不良

指标)随访持续不缓解
1

例患者#

45g1

表达逐步升高#死亡

前
45g1

表达量分别是初发时的
)%

倍及
$%%

余倍)均提示

45g1

高表达可能与白血病细胞高负荷和预后不良相关#还需

更多的病例研究去证实)

本组病例统计显示
45g1

高表达不影响
87R

诱导缓解

率及早期复发率#这与黎国伟等&

-

'研究结果相符)化疗后
4<

患者
45g1

表达量较化疗前均有不同程度降低#随访
)

个月以

上病例
$(

例#随着化疗疗程增加
45g1

表达逐步降低#复发时

显著升高)有
1

例随访超过
1

年复发病例#

45g1

基因表达量

升高早于流式细胞仪$

Q47

%检测白血病微小残留及骨髓细胞

形态学#且染色体正常核型组
45g1

高表达
-/&';

)提示可

和
Q47

监测白血病相关免疫表型结合#作为染色体核型正

常*无其他分子生物学异常标记
87R

患者的
7<5

监测)同

时本组病例提示
87R

患者骨髓和外周静脉血均表达
45g1

基因#且具有高度正相关#这与李迎侠等&

/

'研究结果相同#可用

外周静脉血代替骨髓检测
45g1

基因表达)但本研究连续观

察病例数量少#

45g1

基因作为染色体核型正常
87R

患者

7<5

监测的临床意义#外周静脉血代替骨髓作为
7<5

监测

的可靠性#还有待大宗病例的进一步观察)
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